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Pouziti pFirodnich litek s antiangiogennimi

ucinky
(57)Anotace:

Pouziti fady slouenin p¥irozeného plivodu jakoZto latek k
168bé onemocnéni charakterizovanych abnormalni
angiogenezi. Jsou to tyto slouceniny: chrysanthon A obecného
vzorce I, chrysanthon B obecného vzorce Il a chrysanthon C
obecného vzorce 1.
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Pouziti pfirodnich latek s antiangiogennimi Gc€inky

Oblast techniky

Zde popisovany vynalez se tyka pouziti slou¢enin pfirodniho pivodu

k 16Ebé& onemocnéni spojenych s abnormalni angiogenezi.

Dosavadni stav techniky

Angiogeneze u dospélych lidi normalné neprobiha, avsak je
normalni funkci napfiklad pfi hojeni otevienych ran, nebo pfi obnové

slizniéni vrstvy délohy béhem reprodukéniho cyklu zeny.

Pokud jsou omezeny vaskularni funkce a prokrveni tkané je

neodpovidajici, je angiogenni odezva stimulovana fysiologicky.

Obecnéji feteno uplatiiuje se to za fysiologickych podminek, kdy
angiogeneze vytvari kladnou zpétnou vazbu jakozto odezvu na
neodpovidajici prokrveni, nebo na omezeny pfisun kysliku a Zivin,
coz napfiklad nastava v pfipadé okluze arterie pfi ristu tkanove
hmoty (napfiklad pfi neovaskularizaci, kterd provazi tvorbu svalové
hmoty), a v pfipadé zvyené pracovni zatéZe spojené se zvySenymi

pozadavky na kyslik a Ziviny.

Béhem lokalni ischemie je viivem ¢astecné nebo uplné okluze arterie

nezbytny vyvoj kolaterainich cest, aby byl zachovan obéh.

Normaini proces angiogeneze je regulovan rovnovahou mezi
proangiogennimi latkami jako je rlistovy faktor fibroblastld (FGF),

placentarni ristovy faktor, rlstovy faktor vaskularniho endothelu
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(VEGF), ftransformacni rastovy faktor (TGF), angiogeninem,
interleukinem-6 a hepatocytickym rdstovym faktorem a negativnimi
angiogennimi regulatory jako je thrombospondin-1, angiostatin, alfa
interferon, fragment prolaktinu 16-Kd, inhibitory metalloproteinaz
(MMPS), faktor 4 krevnich desticek a genistein.

Je dobfe znamo, Ze rlst primarniho nadoru je podporovan dobrou
vaskularizaci nadorové tkané. Odpovidajici pfisun kysliku a zivin

podporuje rychly rist samotného nadoru.

Bylo prokazano, ze nadmérna angiogeneze muze byt v progndze
neoplasmu neobycejné negativnim faktorem (van Hinsbergh, V. W,
Collen, A., Koolwijk, P., Ann. Oncol., 10. dodatek, 4, 60 - 63, 1999;
Buolamwini, J. K., Curr., Opin., Chem., Biol., 3, (4), 500 — 509, srpen
1999).

V neoplasmatickém oboru je téZz znamo, Ze zakladnim
predpokladem  pro biologii  nadorové  bufiky je  zajisténi

metastazovaci schopnosti.

Nadorové buiky, které metastazuji, ztraceji pfilnavost k okolnim
strukturdm, napadaji krev a lymfatické cesty a kolonizuji dalSi

vzdalené tkané, kde pokracuji ve vlastni reprodukci.

Metastaze jsou také kritickou pfihodou v klinické historii
onemocnéni, a jsou hlavni pfic¢inou smrti v disledku rakoviny. Jsou
tésné spjaty s pritomnosti vaskularnich tkéni v misté nadoru a

pfilehlych oblastech a napomahaiji jim.
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Migrace nadorovych bunék napfi¢ okolnimi strukturami umoznuje
burikdm dosahnout krevnich cest uvnitf nadoru, a to at uz dfive
existujicich, ¢i vytvafenych neoangiogenezi, ¢imz dosahuji krevniho
recisté (Ray, J. M., Stetler-Stevenson, W. G., Eur. Respir. J., 7, (11),
2062 — 2072, 1994; Stetler-Stevenson, W. G,,Liotta, L. A., Kleiner, D.
E. Jr.,, FASEB J., 7, (15), 1434 — 1441, prosinec 1993).

Existence komunikace mezi lymfatickymi a krevnimi cestami ve
vaskularni oblasti nadoru, umozruje neoplastickym burfikam pohyb

v obou vaskularnich systémech.

Posledni studie ukazaly pfimy vztah mezi angiogenezi a arthritickym
onemocnénim (Koch, A. E., Arthritis and Rheumatism, 41, 951 —
962, 1998). Zvlasté bylo prokazano, ze pfi vytvareni pannu a pfi
postupu arthritidy hraje kliCovou ulohu neovaskularizace
artikularnich chrupavek. Normalni chrupavka nema krevni cesty,
zatimco synovialni tekutina arthritickych pacientll obsahuje faktor

stimulujici angiogenezi vytvareny endothelialnimi burikami (EASF).

Pfitomnost faktoru je spojena s vaskularizaci a degradaci chrupavky.

| jinych onemocnéni se také abnormalni angiogeneze tyka.

Bylo zji$téno, Ze u diabetické retinopatie (Histol Hisopathol., 14, (4),
1287 — 1294, fijen 1999), psoriazy (Br. J. Dermatol, 141, (6), 1054 -
1060, prosinec 1999), chronického zanétu a atherosklerozy (Planta
Med., 64, (8), 686 — 695, prosinec 1998) je napomahajicim faktorem

neovaskularizace napadenych tkani.
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Regulace neovaskularizace je tedy u téchto onemocnéni jednim ze

zakladnich regulaénich a léCebnych prvkd.

Jiz jsou znamy latky pfirozeného puvodu s antiangiogenim

pusobenim, vhodné k humanni terapii.

Napfiklad fumagillin — slou€enina extrahovana z houby Aspergillus
fumigatus vykazuje vyznamnou antiangiogenni schopnost. Jeji
synteticky derivat TNP-470 je ve stavu klinickych zkou$ek pfi 1é¢bé
nadora (Griffith, E. C., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, (26), 15163 —
15168, 1998).

Combrestatin — G¢inna slozka extrahovana z kury africké vrby, je
silnym inhibitorem neovaskularizace a plisobi pfimo a selektivné na
nové vytvofeny endothel krevniho fecidté (Cancer Research, 57,
1829, 1997). Tato sloucenina byla nedavno zafazena do faze |

klinickych zkou$ek a pozdé&ji do faze Il jako inhibitor angiogeneze.

Kurkuminy, které jsou fenolickymi slouceninami izolovanymi
z rostliny Curcuma longa, inhibuji angiogenezi pfimym plsobenim
na endothelialni morfogenezi modulujici aktivitu mnoha proteas (Cell
Growth Diff., 9, (4), 305 — 312, 1998).

Aldehyd skoficovy — slouCenina izolovana z kiary Cinnamomum
cassia Blume - vykazala vyrazné antiangiogenni vlastnosti, vetsi nez
dalsi sloudeniny s podobnym pusobenim nachazejici se v pfirode,
jako je napfiklad genistein (Bioorganic and Medicinal Chemistry
Letters, 7, (19), 2473 — 2476, 1997).




Pfes pokroky ucinéné v poslednich letech je tato oblast
farmakologického vyzkumu povazovana mnoha odborniky v oboru
mediciny za jednu z nejslibnéjSich oblasti pro objevovani novych
lé¢iv  kléébé onemocnéni  charakterizovanych  abnormalni

angiogenezi a zvlasté nadora.

U téchto onemocnéni stale jesté pietrvava znaéna potfeba nalézani
novych slouéenin schopnych blokovat mechanismus abnormalni
angiogeneze, ktery je zodpovédny za takova onemocnéni, nebo
s nim interferovat, a tak nalézt zpUsob jejich I&¢by.

Jak jiz bylo zminéno, mezi takova onemocnéni patfi arthriticka
onemocnéni, nadory, diabetickd retinopatie, psoriaza, chronicke

zanéty a atheroskleroza.

O jednom z vyskytujicich se pfirozenych produktd houbového
plvodu - chrysanthonu A — metabolitu izolovaného Nasinim, et al.
z houby Ascochyta chrysanthemi (Phytochemistry, 29, 923, 1989)
bylo zji§téno, ze ma bakteriostatické a fungicidni u€inky. Dal8i studie
na tomto kmeni hub umoznily izolaci dvou dalSich slou€enin
podobnych chrysanthonu A — pfesnéji chrysanthon B a chrysanthon
C, izolovany Nasinim, et al. (Phytochemistry, 29, (8), 2499 — 2502,
1990).

Podstata vynalezu

Nyni bylo zji§téno, Ze chrysanthon A, chrysanthon B a chrysanthon
C maiji antiangiogenni G¢€inky a jsou tedy vhodnymi latkami k 1€Cbé

onemocnéni charakterizovanych abnormalni angiogenezi.
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Slouceniny podle vynéalezu zde popisovaného jsou:
chrysanthon A obecného vzorce (1)
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popsany ve Phytochemistry, 29, 923, 1989;

chrysanthon B obecného vzorce (Il)
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popsany ve Phytochemistry (29, (8), 2499 — 2502, 1990); a
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chrysanthon C obecného vzorce (l11)
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popsany ve Phytochemistry (29, (8), 2499 — 2502, 1990).




Slouceniny podle vynalezu ukazaly, Ze maji angiogenni U¢inky a
mohou byt tedy vhodnymi latkami kléCbé onemocnéni

charakterizovanych abnormalni angiogenezi.

Jednim zpfedmétd zde popisovaneého vynalezu je pouZiti
chrysanthonu A nebo chrysanthonu B nebo chrysanthonu C
k pfipravé léCiva s antiangiogennimi ucinky.

Dalsim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouziti
chrysanthonu A nebo chrysanthonu B nebo chrysanthonu C k [é¢bé
onemocnéni nadorového typu.

Dalsim predmétem zde popisovaného vynalezu je pouZiti
chrysanthonu A nebo chrysanthonu B nebo chrysanthonu C
k prevenci a omezeni nadorovych metastaz.

Dalsim predmétem zde popisovaného vynalezu je pouziti
chrysanthonu A nebo chrysanthonu B nebo chrysanthonu C k IéCbé
arthritickych onemocnéni.

Dal§im pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouziti
chrysanthonu A nebo chrysanthonu B nebo chrysanthonu C k |éCbé
diabetické retinopatie.

Dalsim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouZiti
chrysanthonu A nebo chrysanthonu B nebo chrysanthonu C k Ié¢bé
psoriazy.

Daldim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouZiti
chrysanthonu A nebo chrysanthonu B nebo chrysanthonu C k léCbé

chronickych zanétlivych onemocnéni.
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Dalsim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouziti
chrysanthonu A nebo chrysanthonu B nebo chrysanthonu C k |é¢bé
atherosklerozy.

Slou€eniny podle vynalezu se mohou ziskat podle popisu ve
Phytochemistry, 29, 923, 1989 a Phytochemistry, 29, (8), 2499 -
2502, 1990).

Dale je uvedeno nékolik pokusnych hodnot ilustrujicich vynalez.

Pfiklad 1

Zkousky uginkd chrysanthonu A

Farmakologické  ucinky této  slouCeniny byly hodnoceny
predpovédnimi biologickymi zkouSkami, které napodobuji hlavni
angiogenni mechanismus in vitro. Tyto zkousky se obvykle pouzivaji
k hodnoceni  proangiogennich nebo antiangiogenich  G&inku

zkousenych sloucenin.

Zkousky toxicity
Hodnoceni realné toxicity chrysanthonu A bylo provadéno jeho
porovnavanim se suraminem s pouzitim zkousky cytotoxicity se

sulforhodaminem B (SRB) popsané dale.

Bovinni mikrovaskularni endothelialni bufky (BMEC) v kultivaénim
mediu (200 pl na jamku) byly naoCkovany na 96 jamkové
mikrotitraéni desti¢ky v koncentraci 3000 bunék na jednu jamku.
Dal$i den byla do jamek pfidana riznd vzestupna mnozstvi
studovanych sloucenin. Tfeti den po naockovani bylo medium
odstranéno a provedeno troji promyti roztokem PBS. Na konci

promyvani bylo do kazdé jamky pfidano 200 pl kultivaCniho media a
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plotny umistény do inkubatoru pfi 37 °C s 5 % atmosférou CO, na
dobu dalSich 48 hodin. Na konci této inkubacni doby se medium
odstranilo a na bunky se za studena plsobilo 15 % roztokem
kyseliny trichloroctové (TCA) po dobu 1 hodiny. Jamky byly tfikrat
promyty ponofenim plotny do destilované vody a jejim odstranénim
pfevracenim. Na plotny bylo pfidano 200 pl na jamku 0,4 % SRB v 1
% kyseliné octové a inkubovano po dobu 30 minut. Jamky byly tfikrat
promyty 1 % kyselinou octovou a nakonec pfidano 200 ul 10 mM
Tris na jamku.

Obarvené jamky byly vyhodnoceny spektrofotometricky pfi vinové
délce 540 nm. Porovnanim hodnot ziskanych z jamek obsahujicich
studovanou slouceninu a kontrolnich bylo mozno stanovit hodnoty
ICso a ICy studovanych sloucenin podle vynalezu, definované jako
koncentrace odpovidajici 50 % cytotoxickému Gcinku (ICs) a

maximalni necytotoxické koncentraci (1Co).

Vysledky ziskané a uvedené v tabulce 1 ukazuji, Ze chrysanthon A
ma hodnotu ICsq na BMEC 1,5 uM.

ZkousSka chemotaxicity

Tato zkouska je prvnim pFehlednym hodnocenim sloucenin
s potencialni antiangiogenni inhibici nebo podplrnym G&inkem
(Glaser, B. M., et al., Nature, 288, 483 — 484, 1980).

Chrysanthon A — jedna ze sloucenin, kterych se vynalez tyka, byla
podrobena chemotaxické zkouSce za pouziti Boydenovy komurky
(Werner, F., Goodwin, R. H. a Leonard, E. J., Journal of Immunology
Methods, 33, 239 — 247, 1980).
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Realizace tohoto hodnoceni in vitro vyzadovala vyvinuti technik
izolace a Kkultivace bovinnich endothelidlnich bunék jak z aorty
(BAEC), tak z kiry nadledvinek (BMEC), rovnéz tak jako ur€eni
vhodné referenéni slouceniny. Jednou z vyhod pouziti Boydenovy
komurky na zkouSku chemotaxie je moznost ziskani kvantivativnich
hodnot. Boydenova komurka sestava z horni a dolni jamky, které
jsou od sebe oddéleny polykarbonatovym filtrem s pory 8 pm.
Roztok obsahujici chemoatraktant se umisti do dolni jamky a burnky
se vlozi do horni jamky. Po inkubaci se na spodni strané membrany
spocitaji bunky, které prosly filtrem, jako odezva na chemotakticky

stimul.

V chemotaxické zkousce bylo vybranym chemoatraktantem bovinni
sérum (1 % v kultivaénim mediu DMEM). Endothelialni buiiky BMEC
byly resuspendovany vDMEM s 1 % albuminu z boviniho séra
(BSA) a sledovany po dobu 4 hodin. Chemotaxie byla kvantifikovana
pfimym odecitanim bunék pod optickym mikroskopem. Procento
migrace zjisténé na chemotaxické tabulce vyjadiené jako ,%

migrace” bylo po€itano podle vzorce:
(T-C/C)x100

kde T = stfedni pocet (n°) migrujicich bun&k ve zkouseném vzorku a

C = stfedni pocet migrujicich bunék v kontrolnim vzorku.
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Kontrola spocivajici na buikach, u kterych nebylo pouzito
zkoumanych slouCenin migrujicich proti séru byla provedena u
kazdého chemotaxického pokusu.

Stfedni pocdet migrujicich bunék je vyjadfen jako odecCet 5
mikroskopickych poli v jedné jamce u 4 na sobé& nezavislych
chemotaxickych jamek pro jeden vzorek.

U chemotaxickych zkouSek se bézné jako referenéni latky pouziva
suraminu.

Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 1 a ukazuji, ze ve dvou
nezavislych pokusech pouZivajicich 0,4 pM chrysanthon A
odpovidajici ICy, byla inhibice migrace BMEC 44 %+ 0,7 a 52 % *
2,8.

Tabulka 1
cytotoxicita na BMEC
latka ICs0 ICo % migrace
ICo
suramin (referenéni) >500 uM 100 uM 100 uM = -58
chrysanthon A 1,5 uM 0,4uM |04 uM = -44/-52
Ptiklad 2

Zkous$ky ucinkd chrysanthonu C

Zkouska toxicity

Tato zkou$ka byla provedena s pouZitim postupu popsaného
v pfikladu 1.

Ziskané vysledky uvedené v tabulce 2 ukazuji, Ze chrysanthon C ma

IC50, na BMEC 35 uM.
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Zkouska chemotaxicity

Tato zkouSka byla provedena s pouzZitim postupu popsaného
v pfikladu 1.

Ziskané vysledky uvedené v tabulce 2 ukazuji, Ze pfi pouziti 10 uM
chrysanthonu C odpovidajici jeho |Cy zpUsobi inhibici migrace
BMEC 54 %% 7,6.

Tabulka 2
cytotoxicita na BMEC
latka IC5o ICo % migrace
ICo
suramin (referenc¢ni) >500 uM 100 uM 100 uM = -58
chrysanthon C 35 uM 10 uM 10 uM =-52
Priklad 3

Zkouska cytotoxicity chrysanthonu A na humanni nadoroveé linie

Tato zkouska byla provedena s pouzitim postupu popsaneho
v pfikladu 1.

Zkouseny byly nasledujici 4 humanni nadorové linie: MCF-7; Mes-
Sa; LoVo; a LoVo-Dx.

Ziskané vysledky uvedené v tabulce 3 ukazuji, Ze chrysanthon A ma

na zkou$ené nadorové linie pfimy cytotoxicky ucinek.




- 13 -
Tabulka 3
ICs0 ICs0 1Cs0 ICs0
linie linie linie linie
MCF-7 Mes-Sa LoVo LoVo-Dx
chrysanthon A 11,6 7.8 15,8 80
+ t + +
0,7 uM 0,2 uM 0,4 uM 4 uM
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Patentové naroky

1. Pouziti chrysanthonu A obecného vzorce (I)
OH O

N/
NS
Me (’)
: OH Me
()

k pfipravé IéCiva s antiangiogennim ucinkem.

2. Pouziti chrysanthonu B obecného vzorce (II)
OH O

Me ?
OH Me
(I

k pfipraveé léciva s antiangiogennim ucinkem.

3. Pouziti chrysanthonu C obecného vzorce (i)
OH O

?
OH Me
(1)
Kk pfiprave l[éCiva s antiangiogennim ucinkem.

- -

4. Pouziti podle naroku 1, 2 a 3 k 1éCbé onemocnéni nadoroveho

typu.
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5. Pouziti podle narok( 1, 2 nebo 3 k prevenci a lé¢bé nadorovych

metastaz.

6. Pouziti podle narokii 1, 2 nebo 3 Kklécbé arthritickych

onemocnéni.

7. Pouziti podle naroku 1, 2 a 3 k 1é¢bé diabetické retinopatie.

8. Pouziti podle naroku 1, 2 nebo 3 k I1éEbé psoriazy.

9. Pouziti podle narokll 1, 2 nebo 3 k Ié€bé chronickych zanétlivych

onemocnéni.

10. Pouziti podle narokl 1, 2 nebo 3 k 1éEbé atherosklerozy.
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